Анализ клеточного состава нативной трансплантационной аутосмеси, используемой для пластики дефектов костной ткани by N. Chueshova V. et al.
 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2021. Т. 65, № 6. С. 715–723 715
ISSN 1561-8323 (Print) 
ISSN 2524-2431 (Online) 
МЕДИЦИНА
MEDICINE
УДК [611.018.41:602.9:615.462]:616.71-089.844  Поступило в редакцию 21.10.2021 
https://doi.org/10.29235/1561-8323-2021-65-6-715-723 Received 21.10.2021
Н. В. Чуешова1, И. А. Чешик1, Э. А. Надыров2, В. И. Николаев2, С. И. Кириленко3,  
В. В. Рожин3, А. Н. Кондрачук2, член-корреспондент Н. С. Сердюченко4
1Институт радиобиологии Национальной академии наук Беларуси, Гомель, Республика Беларусь 
2Гомельский государственный медицинский университет, Гомель, Республика Беларусь 
3Гомельская областная клиническая больница, Гомель, Республика Беларусь 
4Национальная академия наук Беларуси, Минск, Республика Беларусь
АНАЛИЗ КЛЕТОЧНОГО СОСТАВА НАТИВНОЙ  
ТРАНСПЛАНТАЦИОННОЙ АУТОСМЕСИ, ИСПОЛЬЗУЕМОЙ  
ДЛЯ ПЛАСТИКИ ДЕФЕКТОВ КОСТНОЙ ТКАНИ
Аннотация. Проведено исследование клеточного состава нативной трансплантационной аутосмеси (НТА), ис-
пользуемой для костной пластики. Гистологическое исследование показало фрагменты костных балок с сохранив-
шимися остеобластами, очаги миелоидного и лимфоидного кроветворения и отложения фибрина, что позволило 
предположить наличие мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК). При имммунофенотипи-
ровании популяции клеток НТА выявлен высокий уровень экспрессии поверхностных маркеров CD105, CD73 
и CD90, характерных для ММСК. ДНК-проточная цитофлоурометрия костной аутосмеси подтвердила практически 
полное сохранение жизнеспособности трансплантата на третьи сутки культивирования (97,7 % живых клеток). 
Полученные данные свидетельствуют о наличии у нативной трансплантационной аутосмеси остеогенных, остеоин-
дуктивных, остеокондуктивных свойств и обосновывают дальнейшее ее исследование с целью использования в ка-
честве аутотрансплантата при хирургических вмешательствах.
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иммунофенотипирование, мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки
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ANALYSIS OF THE CELLULAR COMPOSITION OF THE NATIVE  
AUTO-TRANSPLANTATION MIXTURE USED FOR PLASTICS OF BONE TISSUE DEFECTS
Abstract. The cell composition of native transplant autosmes (NTA) used for bone plastics was studied. The histological 
examination showed the fragments of bone beams with preserved osteoblasts, the foci of myeloid and lymphoid hematopoie-
sis and the fibrin deposits, which suggested the presence of MMSCs. Immunophenotyping of the NTA cell population re-
vealed a high level of expression of the surface markers CD105, CD73, and CD90 characteristic for MMSC. DNA-flow cytom-
etry of the bone dust confirmed almost complete preservation of graft viability on the 3rd day of culturing (97.7 % of live 
cells). The data of this study confirm the presence of the osteogenic, osteoinductive, and osteoconductive properties of the 
bone dust and emphasize the importance of a further study of this-type bone graft for use in surgical interventions.
Keywords: bone grafting, native bone dust, flow cytometry, apoptosis, immunophenotyping, multipotent mesenchymal 
stromal cells
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Введение. Костная пластика является ключевым этапом ряда операций, выполняемых в трав-
матолого-ортопедических, нейрохирургических, челюстно-лицевых отделениях. В качестве 
пластического материала может быть использован костный аутотрансплантат, аллотрансплан-
тат, ксенотрансплантат, синтетическая костная ткань и ее производные [1; 2]. Каждая группа 
трансплантатов имеет свои плюсы и минусы, в настоящее время не существует «идеального» 
трансплантата, который имел бы явные преимущества перед остальными. По этой причине про-
водятся многочисленные исследования по разработке универсального или подходящего для кон-
кретного оперативного вмешательства трансплантата. 
Метод костной пластики местным аутотрансплантатом в виде костной стружки использует-
ся в основном в челюстно-лицевой хирургии, где костная ткань после рассверливания канала 
используется для подготовки ложа перед имплантацией штифта. Для сбора костной стружки 
разработаны и запатентованы специальные устройства, представляющие из себя колбы с филь-
трующим элементом внутри [3–5]. 
Большая часть исследований костной стружки сводится к изучению ее гистологического 
строения и характеризуют ее как остеогенную ткань благодаря наличию сохранившихся остео- 
бластов и остеоцитов [6; 7]. Реже костная стружка используется в нейрохирургии, травматологии и 
ортопедии. Ряд исследований не нашел преимуществ у костной стружки против местного транс-
плантата в виде костных чипсов, но и не выявил отрицательных сторон у этого вида трансплан-
тата. Проводилось гистологическое изучение костной стружки, полученной при резекции кост-
ной ткани позвонка, результаты которого были аналогичными исследованиям при резекции 
костной ткани верхней и нижней челюстей. Исследование жизнеспособности остеобластов кост-
ных чипсов культуральным методом показало значительное превосходство их остеогенных 
свойств по сравнению с остеобластами костной стружки (100 % пассаж остеобластов в течение 
в среднем 5,6 суток по сравнению с 57 % пассажа в среднем за 14,8 дней). Неоднозначность полу-
ченных данных в различных исследованиях как in vitro, так и in vivo не позволяет сделать заклю-
чение об эффективности данного вида костной пластики и требует дальнейшего изучения этого 
вида трансплантата [8; 9].
Для исключения осложнений, связанных с забором аутотрансплантата, сокращения числа 
случаев использования аллокости и улучшения результатов костной пластики, нами разработан 
метод получения нативной трансплантационной аутосмеси (НТА) – гетерогенной пластинчатой 
массы, состоящей преимущественно из костных балок с остеобластами, очагов лимфоидного 
и миелоидного кроветворения и, возможно, мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток (ММСК) пациента [10; 11].
ММСК обладают значительной пластичностью и способностью дифференцироваться в раз-
личные типы клеточных линий: жировую, хондрогенную, остеогенную, миогенную и в другие 
направления дифференцировки [12]. Учитывая характер получения НТА (механическое, терми-
ческое воздействие), обоснован вопрос об оценке жизнеспособности предложенного трансплан-
тата. Одним из таких показателей является выживаемость клеток НТА в течение нескольких су-
ток (когда начинается врастание вновь образованных кровеносных сосудов) и, в частности, вы-
деленных из нее ММСК – клеток предшественников остеобластов, которые должны определять 
остеогенный эффект костной пластики. 
Цель работы – определить иммунофенотипические характеристики клеток нативной транс-
плантационной аутосмеси и их выживаемость в различные сроки наблюдения.
Материалы и методы исследования. Источником костного аутотрансплантата являлась 
НТА, полученная в результате фильтрации аспирата из раны, образующегося при резекции кост-
ной ткани хирургической высокооборотистой костной фрезой. На первом этапе образуется гете-
рогенная жидкая масса, на втором – под воздействием вакуума осуществляется аспирация этой 
массы из раны в «устройство для фильтрации костной стружки», в котором происходит ее сепа-
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рация на жидкую и условно твердую составляющие (пат. BY № 11383, пат. BY № 22923). После 
окончания работы костной фрезой, фильтр отсоединяется от вакуума, разбирается. Из фильтру-
ющего элемента извлекается пластичная гетерогенная масса красного цвета – НТА, которая 
представляет из себя фрагменты разрушенной кости, красный и желтый костный мозг, соедини-
тельную ткань, периферическую кровь. НТА сохраняется в стерильных условиях во влажной 
среде до выполнения костной пластики [10; 11].
Для оценки жизнеспособности клеточного состава полученную НТА измельчали в 10 %-ной 
сыворотке крупного рогатого скота и фильтровали через нейлоновый фильтр с диаметром пор 
70 мкм (Sarstedt, Германия). Фильтрат переносили в стерильные полипропиленовые пробирки 
(15 мл), содержащие 10 мл полной культуральной среды (RPMI; 25 мМHEPES; 100 Ед/мл пеницил-
лин; 100 мкг/мл стрептомицин; 0,25 мкг/мл амфотерицин-В; 10 % инактивированной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки, HyClon) и инкубировали при 37 °С в СО2-инкубаторе [13]. На 1-е, 2-е 
и 3-и сутки проводили анализ жизнеспособности суспензии клеток НТА используя 5 мкл коньюга-
та Annexin-V-Fitc в комбинации с 10 мкл ДНК красителя – propidiumiodide (PI, 50 мкг/мл) [14].
Для гистологического исследования полученный материал фиксировали в 10 %-ном раство-
ре нейтрального формалина в течение 48 ч. Проводка полученного материала производилась на 
тканевом процессоре Microm STP-120 (Thermo Scientific, Германия) по протоколу, после чего из-
готавливали гистологические блоки. Гистологические срезы толщиной 4–5 мкм окрашивали ге-
матоксилином и эозином. Цитологические препараты окрашивали и фиксировали в фиксато-
ре-красителе Май–Грюнвальд, затем окрашивали по Романовскому–Гимзе. Всего было исследо-
вано 8 образцов НТА от пациентов в возрасте от 35 до 60 лет.
Изучение клеточного состава НТА проводили путем изучения ММСК, полученных из филь-
трата НТА. Протокол выделения ММСК включал несколько последовательных стадий. Костный 
материал подвергали ферментативной обработке в течение 40 мин 0,1 %-ной коллагеназой I ти-
па. Полученную клеточную взвесь промывали фосфатным буфером с 10 %-ной эмбриональной 
телячьей сывороткой (FBS, Химмедсинтез) и фильтровали. Фильтрат центрифугировали на гради-
енте плотности Histopaque-1077 (плотность 1,077 г/мл) при комнатной температуре в течение 30 мин 
при 600 g, в результате чего получали кольцо мононуклеарных клеток. Полученную суспензию 
клеток однократно отмывали в среде DNEM/F-12 путем центрифугирования при 300 g в течение 
5 мин. Осадок клеток ресуспензировали в полной культуральной среде DNEM/F-12 с 10 % FBS. 
Клетки культивировали во флаконах Т-75 в СО2-инкубаторе при 37 °С, меняя среду каждые 2–3 дня. 
Морфологию клеток при культивировании оценивали с помощью инвертированного микроско-
па Leica DMIL (Wetzlar, GmbH). После формирования 70–80 % конфлюэнтного монослоя клетки 
снимались с поверхности пластика обработкой 0,25 %-ным трипсином в течение 5 мин и отмы-
вались в растворе фосфатно-солевого буфера. 
Оценку чистоты полученной культуры и идентификацию ММСК путем иммунофенотипи-
рования клеток методом проточной цитометрии с использованием моноклональных антител – 
CD105, CD73, CD90, CD14, CD34, CD133 человека (Elabscience), конъюгированных с флуорохромом 
в концентрации 5 мкл на 106 клеток. Детекцию экспрессии моноклональных антител к ММСК 
и анализ жизнеспособности клеток НТА проводили на проточном цитофлуориметре Cytomics 
FC 500 (Beckman Coulter, США), укомплектованном аргонно-ионным лазером с длиной волны 
488 нм. Измерения проводили на 10000 клеток при скорости потока не более 300 измерений/с.
Проведение исследований одобрено этическим комитетом учреждения «Гомельская област-
ная клиническая больница» и учреждением образования «Гомельский государственный меди-
цинский университет», исследование соответствует положениям Хельсинской декларации 1975 г.
Результаты и их обсуждение. Гистологическое исследование показало, что НТА представ-
ляет собой фрагменты костных балок с сохранившимися остеобластами по периферии (рис. 1, а). 
Кроме того, в исследуемом материале в большом количестве присутствовали очаги миелоидного 
и лимфоидного кроветворения (рис. 1, b). У пациентов в возрасте старше 40 лет наблюдалось 
увеличение количества липоцитов в ткани красного костного мозга. Следует отметить, что в ис-
следуемых образцах НТА определялись мелкие очаги некрозов и отложений фибрина, что, 
по-видимому, было обусловлено механическим воздействием высокооборотистой хирургиче-
ской костной фрезы. 
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                                                                 a                                                                                b
Рис. 1. Гистологическое строение костной стружки: а – увеличение ×50; b – увеличение ×200.  
Окраска гематоксилином и эозином
Fig. 1. Histological structure of bone chips: a – magnification ×50; b – magnification ×200. Hematoxylin and eosin staining
Проведенное гистологическое исследование НТА позволило предположить, что указанный 
материал может обладать остеогенными, остеоиндуктивными и остеокондуктивными свойства-
ми за счет наличия остеобластов, ММСК и гемопоэтических клеток, тромбоцитов и нитей фи-
брина.
Несмотря на множество инструментальных методов оценки жизнеспособности клеток, ДНК-
проточная цитофлуориметрия обеспечивает относительно простой метод мониторинга морфо-
функционального состояния как популяции клеток, так и каждой клетки в отдельности путем 
последовательного анализа большого числа образцов. Оценку морфофункционального состояния 
НТА проводили методом, основанным на выявлении структурно-биохимических изменений, 
происходящих вне ядерного аппарата клеток трансплантата. Использование набора Annexin- 
V-Fitc – PI (Invitrogen) позволяет проводить оценку не только жизнеспособности клеток, но и фик-
сировать стадии гибели клеток путем апоптоза, основываясь на выявлении изменений архитек-
тоники мембраны клеток [15; 16].
Цитометрический анализ жизнеспособности НТА (рис. 2) позволяет выделить четыре попу-
ляции клеток: живые клетки – An-V–PI–; клетки на ранней стадии апоптоза –An-V+PI–; поздняя 
стадия апоптоза и частично некротирующие клетки – An-V+PI+ и некротические клетки – An-V–PI+. 
Анализ клеточного состава НТА на 1-е сутки инкубации показал высокий процент живых 
клеток An-V–PI– – 98,7 %. Инкубация данной смеси на 2-е и 3-и сутки привела к незначительному 
снижению доли жизнеспособных клеток, что составило соответственно 97,2 и 97,7 %.
                                a                                                                      b                                                                     c
Рис. 2. Жизнеспособность клеток нативной трансплантационной аутосмеси с использованием Annexin-V (An)  
и пропидия иодида (PI) на 1-е (a), 2-е (b) и 3-и (c) сутки инкубации in vitro
Fig. 2. Cell viability of native transplant autosuspension using Annexin-V (An) and propidium iodide (PI) at 1 (a), 2 (b),  
and 3 (c) days of incubation in vitro
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При инкубации НТА в течение 2 суток выявлено увеличение доли An-V+-клеток, которая до-
стигала 1,3 % при сравнении с 1-м и 3-м днем инкубации, что составляло соответственно 0,6 
и 0,9 %. При этом доля клеток, имеющих двойное окрашивание аннексином V и йодидом пропи-
дия (An-V+PI+) на 1-е, 2-е и 3-и сутки инкубации составила 0,1, 0,1 и 0,9 %. Учитывая особенно-
сти выделения НТА (механическое и термическое воздействие на костную ткань хирургически-
ми фрезами) установлена довольно низкая доля PI+-клеток (некротические клетки) – 0,6 %, тогда 
как на 2-е сутки инкубации выявлено увеличение данных клеток до 1,5 %, но более длительная 
инкубация в течение 3 суток показала наименьшее количество некротических клеток – 0,5 %. 
Таким образом, в результате проведенного анализа оценки выживаемости клеточного мате-
риала аутотрансплантата, установлена высокая устойчивость НТА к механическим и термиче-
ским воздействиям, что имеет важное значение для дальнейшего применения данного материала 
при аутопластике.
Для оценки характеристики клеточного состава полученного костного материала вначале 
получили слой мононуклеарных клеток путем градиентного центрифугирования с последую-
щим их культивированием. В результате экспансии клеток путем пересева получили клетки, об-
ладающие фибробластоподобной морфологией (рис. 3), которая характерна для ММСК [17]. 
                                 a                                                               b                                                                       c
Рис. 3. Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки на третьем пассаже: а – без окраски, монослой 
культуры, ×50; b – окраска по Романовскому–Гимзе, монослой культуры, ×100; c – фазовый контраст, ×600
Fig. 3. Multipotent mesenchymal stromal cells at the third passage: a – without staining, culture monolayer, ×50;  
b – Romanowsky–Giemsa staining, culture monolayer, ×100; c – phase contrast, ×600
На рис. 3 (а, b) полученный монослой клеток представлен многочисленными группами кле-
ток, имеющих одинаковую морфологию. При фазово-контрастной микроскопии (рис. 3, c) можно 
отметить, что клетки имеют отросчатую форму, крупное ядро, содержащее одно или два ядрышка. 
Вокруг ядра располагается зона органелл, а в отростках клеток хорошо выявляются элементы 
цитоскелета. В результате получена культура клеток со структурой, имеющей сходство с ММСК 
красного костного мозга.
После формирования 95 %-ного конфлюэнтного монослоя, культуру обрабатывали пепсином 
и в результате получили суспензию клеток в количестве 10 ⋅ 6/мл, что является необходимым 
условием для анализа их морфологической характеристики путем иммунофенотипирования. 
В настоящее время для изучения фенотипа ММСК, выделенных из костного мозга, предло-
жено большое количество специфичных поверхностных антигенов, экспрессируемых клетками 
[18; 19]. В соответствии с рекомендациями международного сообщества по клеточной терапии 
(International Societyfor Cellular Therapy) фенотип ММСК определяется экспрессией CD73, CD90, 
CD105 и отсутствием маркеров гемопоэтического звена, например, CD14, CD34, CD133 и т. д. 
Считается, что чистая культура ММСК может быть получена на 2–3 пассаже. В связи с этим им-
мунофенотипирование (уровень экспрессии) клеток проводили на культурах клеток 3-го пасса-
жа с использованием поверхностных маркеров – CD14, CD34, CD133, CD73, CD90, CD105 (рис. 4). 
Выбор негативных моноклональных антител был обоснован тем, что ММСК не экспрессиру-
ют CD14 (маркер моноцитов и макрофагов), CD34 (маркер гемопоэтических клеток) и CD133 
(маркер гемопоэтических и эндотелиальных стволовых клеток). К настоящему времени выявлено 
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множество позитивных маркеров ММСК, тем не менее поиск универсальных маркеров усложня-
ется прогениторной способностью клеток в остео-, хондро- и адиопогенном направлении и на-
бор маркеров должен определяться в соответствии с поставленными задачами для изоляции 
и очистки культуры ММСК [20]. Для идентификации ММСК (рис. 4) нами подобран минималь-
ный набор маркеров – CD73, CD90, CD105, уровень экспрессии которых служит отражением 
плотности изучаемого антигена на поверхности ММСК, что может свидетельствовать об их 
функциональном состоянии и иметь существенное значение при терапевтическом применении.
Цитофлуориметрический анализ профиля культуры клеток 3-го пассажа показал высокий 
уровень экспрессии поверхностных маркеров CD105, CD90, CD73 и отсутствие гемопоэтических 
маркеров CD14, CD34, CD133, что соответствует данным, приведенным другими авторами [21]. 
Популяция клеток с фенотипом CD90, CD73, CD105 составила соответственно 92,4, 95,5 и 97,2 %, 
тогда как в культурах наблюдалась низкая детекция гемопоэтических маркеров CD34 – 4,4 %, 
CD14 – 1,8 % и CD133 – 1,6 %. Таким образом, полученные данные свидетельствуют о фенотипе 
Рис. 4. Гистограммы экспрессии мембранных антигенов культуры мультипотентных мезенхемальных стромальных 
клеток нативной трансплантационной аутосмеси: а – иммунофенотип ММСК экспрессирован антигенами CD105, 
CD90 и CD73; b – не экспрессированы маркеры кроветворных клеток CD34, CD14 и CD133; c – двумерная гисто-
грамма популяции клеток с фенотипом CD34–/CD105+ и CD14–/CD73+
Fig. 4. Histograms of expression of membrane antigens of the culture of multipotent mesenchemal stromal cells of the native 
transplant auto-mixture: a – MMSC immunophenotype expressed by antigens CD105, CD90 and CD73; b – markers  
of hematopoietic cells CD34, CD14, and CD133 are not expressed; c – two-dimensional histogram population cells  
with CD34–/CD105+ and CD14–/CD73+ phenotype
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ММСК адгезивной культуры, которые после повреждения кости и секреции в ложе трансплантата 
костного морфогенетического протеина ММСК НТА будут трансформироваться в остеобласты 
с последующим формированием новой костной ткани.
Заключение. Гистологическое исследование позволило определить в составе НТА фрагмен-
ты костных балок с сохранившимися остеобластами, очаги миелоидного и лимфоидного крове- 
творения и отложения фибрина, что позволило предположить наличие ММСК. В последующем 
при иммунофенотипировании адгезивной культуры 3-го пассажа достоверно были выделены 
ММСК в НТА. ДНК-проточная цитофлуориметрия НТА подтвердила практически полное со-
хранение жизнеспособности трансплантата на 3-и сутки (97,7 % живых клеток). Полученные 
данные свидетельствуют о наличии у НТА остеогенных, остеоиндуктивных, остеокондуктив-
ных свойств и обосновывают дальнейшее ее исследование с целью использования в качестве но-
вого способа аутопластики при хирургических вмешательствах.
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